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論 文 内 容 要 旨
緒 言
い くっかの癌 の発 症 に食餌 成分 が大 きく影 響す る こ とが いわれ
てお り、発 ガ ンの 危険性 を増す 食べ物、 あ るいはそ れを予防 で きる
食べ物な どが知 られ てい る。 この こ とか ら、食 生活 にお け る栄養 の
バ ランスや 調理法 の重要性 が再 度 見直 され て きてい るが 、 本研 究で
は食餌成分 欠乏 に由来 す る唯 一の 肝癌モデ ル動物 で あ るコ リン 欠乏
食投与マウス にっ いて癌の発症 と膜 脂質過酸 化の関係 を調べ た。 こ
れ まで に、 コ リン欠乏 食を長期 投与 したラッ トにお け る肝 癌の 発症
が知 られて いるが、 そのメ カニズ ムは不明で あ る。 生体 内で コ リン
は、 リン脂質(PC、ホス フ ァチ ジル コ リン)の 構成成 分、 メチ ル基
の供給 物質 お よび アセ チル コ リンの前駆体な どとして重要 な生理 機
能 を果 たしてい る。 これ らの生理 機能 と関連 し、 コ リン欠乏 で観察
され る肝癌の 発症機構 には次 の4つの要素 が考 え られ てい る。 す な わ
ち、発癌物質 代謝 の変化(薬 物 代 謝酵素の 変化 〉、 肝細 胞増殖 の 促
進効果、DNAメチル化 反 応の異常 、お よび脂質 代謝 障害 に起 因す る脂
質過酸化の充進 な どで あるが 、 いずれ も明 らかで はな い。 そ こで、
本研究では、 コ リン欠乏マ ウス にお ける肝臓 の癌化 と肝 脂質過 酸 化
の 関係 を知 ろ うと した。
は じめ に、 コ リン欠乏食(CD)群お よびコ リン欠乏食 に0.1蜘/wの
エ チオニ ンを添加 した食餌(CDE)群を設 け、短期 投 与(4週 間)に
よ る肝臓の生 化学 的 ・組織学 的変 化 を調べ た。エ チオ ニ ンはメチ オ
ニ ンの 代謝拮抗 剤 であ り、 コ リン欠乏 を促進 させ るため に投与 した。
次いで、 これ らの餌を用 い た長期 投与(19ヶ月間)実 験 で実際 の肝癌
発症率 を調査 し、 その時の 脂質過 酸化 反応の進行程 度 と生体 内の生
化学的変化 を調べ た。 これ らの実験 で特 に肝癌発 症率 の高 いCDEマウ
スで肝細胞膜 の リン脂質 の過酸 化が顕著 で あった こと、血漿 と肝 臓
の α一トコフ ェロー ル(TOC)含量が コ リン添 加食 を与 えた対照 マ ウ
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ス(CS)群 に比 べ有意 に低か っ たことな どか ら、肝 リン脂質 過酸 化
現象 は発 癌な い し細 胞癌化過 程 に重要 な要素 と考 えられ た。 その た
め、TOC強化 によって これ らの現象が抑 制 され るか、癌化 にどんな影
響 を 及ぼすか を明 らか にす る 目的で、短期 と長期 の高TOC食投与の 実
i験を さ らに行 った。
第1章4週 間CDE食投 与 に よ る肝 リ ン脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド化 と
肝 障 害
B6C3Fl系マ ウ ス(雄 、3週 令)を4群 に 分 け、 そ れぞ れ4種 類 の 飼
料 を 与 え た 。 す な わ ち 、CS食(コ リ ン添 加)、CSE食(CS食 に0.螺
w/wエチ オ ニ ン添 加)、CD食(コ リ ン欠 乏)、 お よびCDE食(CD食に
0.1漁/wエチ オ ニ ン添 加)で4週 間 飼 育 し た。 飼 料 の ビ タ ミ ンE濃度 は
50工u/kgとし た(Fig,1)。 リン脂 質 ヒ ドロペ ルオ キ シ ドの 定 量 は、
肝 組 織 か らFolchの溶 媒 で 総 脂 質 を 抽 出 した 後 、 化 学 発 光 一高 速 液 体
ク ロ マ トグ ラ フ ィー(CL-HPLC)法で 行 っ た。 飼 育4週 間後 のCDおよび
CDE食摂 取 群 で顕 著 な 脂 肪 肝 の 生成 とCDE群の 成 長 阻 害 が 観 察 され た
(Table1)。ま た 、 エ チ オ ニ ン投 与(CSE,CDE)群で肝 脂 質 過 酸 化
の 充 進 が 認 め られ た(Table2)。 と くにCDE群の 肝 のPCヒ ドロ ペ ル
オ キ シ ド(PCOOH)/PC比は 対 照CS群の6倍 、TBA値は約2倍(Tables
2,3)にな り、 肝 組 織 障 害 の 生 化 学 的 指 標(GOT,GPT,G-6-Pase)は
他 の 群 に比 べ て 大 き く変 化 して い た(Tables3,4)。しか し、CSE群
は 対 照CS群 と同 じ変 化 を示 し た 。 ま た、CDE群のTOCは肝 臓 、 血 漿 と
も に 著 し く低 下 し て お り(Tab!es3,4)、肝 癌 初 期 段階 の マ ー カ ー
酵 素 と して 知 られ て るG-6-Paseおよび γ一GGT(Table3)も他 の 群 に
比 べ 、 有 意 に異 な っ て い た。 こ の 結 果 か ら、CDE群の 発 癌 初 期 で は 膜
の リ ン脂 質 の 過 酸 化 に と もな っ て 抗 酸 化 成 分 の 減 少 が 著 しい こ とが
新 た に 見 い だ さ れ た。
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第2章19ヶ 月 間CDE食投 与 に よ る 肝 臓 の 癌 化
第 一章 の 実 験 で 使 用 し た4種 類 の 餌 を マ ウ ス に19,月間 自 由 摂 取
させ た 後、 上 記 と同 様 な 分 析 を行 い 、 組 織 学 的 に も肝 細 胞 癌 発 生 の
頻 度 を調 べ た。 実 験 中 の 自然 死 亡 率 が 最 も高 か っ た の はCDE群で11匹
中4匹 で あ っ た。 ま た、HCC(hepatocellularcarcinoma)はCDE群で
7匹中6匹 に 観 察 さ れ 、 最 も 高 い発 癌 率 を示 し た(Table5)。CD群 で
は9匹 中2匹 とな っ て お り、 他 の 群 で はHCCは認 め られ な か っ た。 こ の
こ とか ら、 高 い 癌 発 症 率 に は コ リ ン欠 乏 とエ チ オ ニ ン投 与 の 両 要 素
が 重要 で あ る とわ か っ た。 肝 臓 中 のPCOOH/PCはCDEマウ ス で 有 意 に 増
加 し(Fig.2)、 そ の 時TOC量は顕 著 に 減 少 し た(Fig.3)。 こ れ ら
の 結果 か ら、 リ ン脂 質 の ヒ ドロペ ル オ キ シ ド化 は老 化 に よ っ て も増
加 す る こ と(CS,CD,CSE)、お よびCDE群の 発 癌 で は 肝 細 胞 膜 を構 成 す
る リ ン脂 質 の ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド化 とTOCの減 少 が 明 瞭 に観 察 され た。
第3章 肝 癌 初 期 段 階 に対 す る食 餌 性 丁OCの影 響
コ リ ン欠 乏 エ チ オ ニ ン添 加 食 投 与 マ ウ ス の 肝 癌 発 症 は 脂 質 過 酸
化 反 応 を経 て進 行 す る と考 え られ た た め 、 本 実 験 で は 通 常 の20倍の
TOC(d,1α一tocOpherolとして10001U/kg)を含 む 食 餌 群 を 設 け、
Fig.4に示 し た通 り4週 間 飼 育 を行 っ た。 マ ウ ス の 成 長 は コ リ ン欠 乏
エ チ オ ニ ン添 加 に よ っ て著 し く抑 制 さ れ るが 、 これ をTOCの強 化 に よ
っ て改 善 す る こ と は で きな か っ た。 脂 肪 肝 の 生 成 に っ い て も同 様 で
あ っ た(Table6)。 実 際 に どの く らい のTOCが吸 収 さ れ た か を調 べ
た と こ ろ、 血 漿 丁OC含量 はCSET群が 対 照 のCS群の2倍 程 度,CDETが1.5
倍 で あ っ た。 肝 臓TOC含量 はCSET,CDET群と も に 約3倍 に 増 加 して い た
(Fig,5)。ま た、 組 織 学 的 に、CDEとCDETマウ ス の 肝 臓 に 実質 細 胞
の 壊死 が お きた こ と を証 明 す るovalcellの増 殖 が 認 め られ た 。 こ の
。valcel1は肝 臓 の 実 質 細 胞 の 壊 死 か らで き る空 間 を う め る ため 生 じ、
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胆 管 上 皮 細 胞 の 増 殖 に 由来 す る こ とが 知 られ て お り、 正 常 な 組 織 に
は 認 め られ な い 現 象 で あ る。 従 っ て、 肝 癌 の 初 期 段 階 で は、 こ の 変
形 型 細 胞(Qvalce!l)の存 在 が 一 つ の 特 徴 で あ り、 こ の 細 胞 の 増 殖 因
子 が 消 えな い 限 り、 最 終 的 に組 織 は癌 化 す る こ とが 知 られ て い る。
TOCはova!ce!1の発 生 に関 して も影 響 を示 さな か っ た(Table7)。
PCおよび ホ ス フ ァ チ ジ ルェ タ ノ ー ル ア ミ ン(PE)の ヒ ドロペ ル オ キ
シ ドをCL-HPLC法で 検 出 定 量 し た結 果 、 両 者 と もCDE群の 肝 で 一 番 多
か っ た(Fig.6)。TeCを強 化 したCSETおよびCDETでは 、TOCが少 な
いCSEとCDEよりPCOOHとPEOOH量は少 な か っ たが 、 対 照 のCSよ りは 高
か っ た。 こ の こ とか ら肝 臓 中 のTOC量が 増 え る こ と に よ り細 胞 膜 の リ
ン 脂 質 の過 酸 化 物 は 減 る傾 向 を 示 し たが 、 生 化 学 的 な面 で はTOC大量
投 与 の 有 効 性 は 期 待 され て い るほ ど で は で な い と思 われ た。
第4章 食 餌 成 分 がCDE食由来 の 肝組 織 障 害 に 及 ぼ す 影 響
こ の 実験 は 、 第 一 章 で述 べ た よ うなCDE食4週間 摂 取 で 引 き起 こ
さ れ た肝 細 胞障 害 が どの 食 餌 成 分 に 最 も影 響 さ れ る か を調 べ る 目 的
で 行 っ た 。 ま た、 高TOC食(1000工U/kgdiet)が肝 組 織 障 害 の 回 復 に
及 ぼ す 影 響 も 検 討 し た。 実 験 はFig.7に示 し た とお りで 、4週 間 の
CDE食を 与 え た 後 、2週 間 そ れ ぞ れcs,cst,cdおよびcdt食に 切 り替 え
て、 組 織 学 的 にovalcellの分 裂 の 状 態 、 生 化 学 的 にTOCの取 り込 み、
GOT,GPTの活 性 な ど を測 定 し た 。 そ の 結 果 、GOT,GPT活性 はCDE群よ り
全 て 有 意 に 低 下 して お り(Table8>、 肝 細 胞 の 壊 死 が 改 善 され て い
る こ とが 推 定 され た 。 顕 微 鏡 で 見 たo>alceUの数 や 分 布 に っ い て も、
生 化 学 的 に予 測 さ れ た 回 復 と 一致 して お り、 特 に コ リン存 在 下 で は
Qvalce!!の出 現が ほ とん ど観 察 で きな か っ た。 こ の 時TOCの量 に 応
じて 差 は 認 め られ な か った 。 しか し、 コ リン の 有 無 に よ って 脂 肪 肝
の 改 善 が 大 き く異 な っ た 。 肝 臓 重 量 当 りの 脂 質 含 量 は コ リン添 加 食
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群(cs,cst)で減 少 す る傾 向 を示 し たが 、cdとcdt群で は増 え る 傾 向
で あ っ た(Table8)。 以 上 の 結 果 か ら、ovalcellの増 殖 の 引 金 と
成 る の は エ チ オ ニ ンで あ り、 脂 肪 肝 の 形 成 、 促 進 に は コ リ ン欠 乏 が
大 き く寄 与 す る こ とが 明 らか にな っ た。
第5章 長 期 高TOC投与 のCDE食依 存 肝 癌 へ の 影 響
TOCは発 癌 の初 期 段 階 で 増 加 す る リ ン脂 質 過 酸 化 物 の 減 少 に 役 立
っ傾 向 を 示 し たが 、 そ の効 果 は 弱 い と思 わ れ た(第3章)。 しか し、
その 作 用 の 長 期 に わ た る影 響 に っ い て は全 く知 られ て い な い の で 、
実 際 に この 肝 癌 モ デ ル に 脂 質 過 酸 化 が 関 係 す るの か を 知 る 目的 で 、
高TOC食で 約 一 年 間 飼 育 を 行 っ た。 飼 育 法 は 大 き く2っ に 分 け た。 す
な わ ち、CDE食を 与 え る と同 時 にTOC強化 を 行 っ た群(CDETwithout
initiation)、あ る い はCDE食で4週 間 与 え て"initiate"した 後 、 高
TOC食に 切 り替 えた 群(cdetwithinitiation)とし た(Fig.8)。前
回 の 長 期 実験 とは 異 な っ て 一 年 飼 育 で は まだHceの形 成 が は っ き り認
め られ な か っ たが 、 全 て の コ リ ン欠 乏 エ チ オ ニ ン添 加 食 群 で はoval
cellの顕 著 な 増 加 に よ る肝 組 織 の 異 常 が 認 め られ た。 こ れ はTOCの
量 、"initiation"の有 無 に は 関 係 な く、 エ チ オ ニ ン を摂 取 し た マ ウ
ス(CDE,CDET,cdet)での み 観 察 さ れ た。 マ ウ スの 体 重 はエ チ オ ニ ン
を 投 与 しな い 群 で 対 照CS群 と同 じ変 化 を示 し(Table9)、GOT/GPT
値 もCSと同 様 で あ っ た 。 血 漿 と肝 臓 のTOC含量 はCDETマウ ス で 著 し く
上 昇 して お り、 と く に 肝 臓 で は 対 照 群csの8倍 に 達 し て い た(Fig.
9)。 リ ン脂 質 過 酸 化 に つ い て は 、PEOOHがCDE群で 有 意 に 増 加 して い
た(Table10)。高TOC食群 のPEOOH/PE値はCDE群 よ り低 か っ たが 有
意 差 で は な か っ た 。 こ れ はTOCが十 分 蓄 積 さ れ な か っ たか らで は な く、
充 分 に そ の 抗 酸 化 作 用 が 発 揮 され て いな い か ら と思 わ れ た 。
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総括
くD食 餌性 の発癌 モ デルマ ウス を使用 し、 生体 内の脂 質過酸 化 と
疫の 関係を 昭 らか に しようと した。 本研究 で は、 長期間 にわ た るコ
リン欠乏 エ チオニ ン添加食の 摂取 に よ り、 マ ウスの肝臓 は脂肪 肝、
肝細 胞の壊死、ova!cel!の出 現な どの殺階 を軽て 、高い 発癌率 を示
し牽 。コ リン欠乏食投 与のみ で は肝 癌発 症率 は低 か った。
〈2)また、 この過程 に肝細 胞膜 の リン脂質 の強 い過酸 化 を伴 うこ
とを 初め て明 らか に した(Fig.10)。リン脂 質の過 酸 化はエ チオ ニ ン
投与(σ5E,CDE)によっ て上 昇 し、 コ ワンを同時 に与 えて もその 傾
向 は あ ま り変わ らなか っ た。 しか し、 顕著 な組織障 害を示 して最終
的 に 癌化 したの はCDE群の みで あ り、コ リン存 在下で はエ チオニ ン摂
取が 長期 にわたっ ても、 肝の 癌 化が 妨 げ られ た。
く3)本研究 によ り、CDE食に よる 発癌 で は血漿 と肝臓 のTOCの減 少
が起 きるこ とが新 たに見いだ され た。 しか し、TOCを20倍多 く与 えて
肝臓 中の蓄 積TOC量を増 や す こ とが で きて も、 リン脂質過 酸 化物 の著
明な 減少 、お よび組 織障 害の 改善 は 得 られな か っ た。
(4)コリン欠乏 エ チオ ニ ン添加 食 によ るマウス肝臓 の癌 化過 程 に
お い て、 脂質過酸化 反 応は肝臓 の生 化学的変 化や組 織障 害 に依存 し
て進 行す る ことが わか っ た。
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Dietarytocopherol-enrichmentincholine-deficientmicereceiving
ethionine,
':heschemeillustratestheexperimentalapproachforshort-term
?oc-enrichmentincholine-deficientandzchionine-receivingmace.
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Fig.5:TOCOPHEROLCONTENTSINPLASMAANDLIVERSOFMICEFED
NTOC-RICHCDEDIETFOR4WEEKS.
a-Tocopherolwasmeasuredinmiceafter4weeksoffeedingdiets
enrichedwith10001UToc/kgdiet,asshowninScheme5.Plasma(up)and
liverToccontents(low)arerepresentedasMeansｱSDsforeachdietary
group.Barsnotsharingcommonsuperscriptsaresignificantlydifferentat
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審 査 結 果 の 要 旨
癌の発症には,食 餌成分が大 きく影響することが示唆されてお り,食生活によるバランスのよ
い選択や調理法の重要性が再認識 されつつある。本研究では食餌成分の欠乏に由来する肝癌モデ
ル動物であるコリン欠乏食投与マウスについて,がんの発症につながる肝臓の病理組織学的およ
び生化学的異常と生体膜脂質を構成 しているリン脂質の過酸化関係を検討 した。 リン脂質の過酸
化は従来から用いられてきたTBA法に代えて新たに開発された化学発光一高速液体 クロマ トグ
ラフィーを応用し,リ ン脂質の過酸化をより定量的に評価することができた。
第1章 では,コ リン欠乏食(CD)投与およびこれにさらにコリン代謝 と密接な関係にあるメチ
オニンの代謝拮抗剤であるエチオニソを添加 したときの肝臓への影響を検討 し,CD群での脂肪
肝生成 とCD群にニチオニン投与 したとき(CDE群)にとくに著 しい脂質過酸化の充進を認めた。
その際の主要なリン脂質であるホスファチジルコリンでの過酸化物は,10万分子につき,約30-
50分子であることを明らかにした。
第2章 では,実験食での19ケ月という長期飼育を行い,CDE群での高い肝癌発症率 とトコフニ
ロール(TOC)の顕著な減少を観察 した。CD群 でも低頻度での癌発症を認めたが,高 い癌発症
率には,コ リン欠乏とエチオニン添加の両因子が必要であることを明らかにした。
第3章 では,前章で肝障害の著 しかったCDE群で膜脂質過酸化の充進が認められたので,同群
に高いレベルのTOCを投与 し,肝障害が抑えられるかどうか検討 した。その結果,CDE群への
TOCの添加ば,膜脂質の過酸化を幾分抑えたものの,癌化の前兆とされる肝細胞の壊死 と異常細
胞の増殖を阻止できなかった。
第4章 では,4週 間のCDE食で惹起された肝細胞障害が,食餌を変えることに よって回復可能
かどうか検討し,コ リンの投与により肝細胞の壊死や脂肪肝が著 しく改善 され ることを見いだ
し,:本条件下での肝障害は食餌によって回復できることを示 した。
第5章 では,第3章 で検討 したTOCの影響を,さらに長期飼育によって明白にしようとした。
その結果,TOCの投与は,肝臓中のTOC蓄積量を増やすことができ,TBA値は著 しく低下 した
ものの リン脂質過酸化物顕i著な減少にはつながらず,ま た,組織障害の改善は得られなかった。
以上のように本研究においては,食 餌性の発癌モデルを使用 し,生体内の膜脂質過酸化反応と
癌発症との関係について,新たに開発された化学発光 一高速液体クロマ トグラフィーを用いて検
討 した。その結果,従 来から広 く用いられてきた過酸化脂質定量は必ず しも真の過酸化脂質量を
示 しておらず,コ リン欠乏食による肝癌の発症過程において,脂質過酸化反応は肝臓の生化学的
変化や組織障害に依存 して進行することを明らかにし,癌化と脂質過酸化の関係について新 しい
知見を加えるものであり,著者に農学博士の学位を授与するに値すると判断 した。
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